1. Like the polymerization of G-actin, the repolymerization of F-actin treated with USV occurs in the presence of every nucleosidetriphosphate (NTP) as well as nucleosiddiphosphate (NDP) that have been investigated.
Reaktionen und relative Affinitäten zwischen verschiedenen Nucleotiden und F-Actin unter Ultraschall
I r e n e K a k o l * u n d H a n s H . W e b e r M ax-Planck-Institut für Physiologie, Heidelberg 1. Like the polymerization of G-actin, the repolymerization of F-actin treated with USV occurs in the presence of every nucleosidetriphosphate (NTP) as well as nucleosiddiphosphate (NDP) that have been investigated.
2. At 4 °C solutions of F-actin exchange about 9 per cent of their bound nucleotide instan taneously and about 7 percent during the next 24 hours even then when they are not mechanically treated.
3. On the other hand, every nucleotide is exchanged with considerable velocity if the F-actin solution at pH ~ 7 and 4 °C is mechanically treated with USV or in the hom ogenisator. The rate of exchange decreases considerably if the KC1 of the solution is replaced by MgCL . Moreover, the rate of exchange decreases with the increase of the concentration of F-actin from 1,5 -1 0 _ 5 M to 5 -1 0~5 M if the solution is treated with USV (but not when treated in the hom ogenisator).
4. The exchanged am ounts of all investigated nucleotides are identical if during the mechanical treatm ent the nucleotides are present in a concentration of ]> 1 0~3 M. U nder optim al conditions (KC1, 1,6 -1 0 _ 5 M F-actin) either in a USV-period of 40' or after a thousand movements of the teflon piston in the hom ogenisator, the exchange of the nucleotides readies an average of 90 per cent. Even after m echanical treatm ent one, F-actin still binds one mole nucleotide.
5. The kinetics of exchange is monomolecular in any case. 6. If the nucleotide entering by exchange is a triphosphate one phosphate is split off. The kinetics of the splitting is linear.
7. At zero time the rate of exchange and that of splitting are virtually the same, but later the m easured rate of exchange lags more and more behind the rate of splitting. At a given moment the ratio of split nucleotide, to exchanged nucleotide is the ratio one would expect under the following two conditions: (a) The single nucleotide ion is split only during the regeneration of a break of the F-actin filam ent if it has been bound to the point of breaking imm ediately before the regeneration, (b) T he breaks between the single monomeres are statistically distributed over the lengths of the filament (i. e. the interaction of all monomers is of equal stre n g th ).
8. If the exchange occurs in the presence of two competing nucleotides the ratio of the affinities of the competing nucleotides to F-actin can be calculated. Thus it has been found that the relative affinities decrease in the following sequence: A T P > I T P > A D P > I D P > G T P > C T P . This sequence coincides with th at of the relative affinity constants to G-actin; in addition the num erical values of the affinity constants to F-actin and to G-actin are similar.
9. The same rules obey the binding of the different nucleotides to G-actin and to F-actin as well as the splitting of the nucleotides during the polymerization of G-actin and during the repoly m erization of broken F-actin filaments. Thus the seemingly different behaviour of G-actin nucleotide compounds and of F-actin nucleotide compounds becomes the same or nearly so if the steric hindrance of the nucleotide reactions (because of the special quaternary structure of F-actin) is removed by mechanical treatm ent such as USV or treatm ent in the homogenisator. . , . , t io n v o m lo n e n m m e u a ls w e n ig e r w ic h t ig a n g e s e h e n U rsprünglich 1 glaubte m an, daß die P olym erisie-Denn nur so ist es zu erklären, daß im m er w ieder rung des G-Actin zu F -A ctin im w esentlichen auf versucht w urde, P o lym erisation und D ep olym erisa einer chem ischen R eaktion beruhe. D ie chemische tion des A ctin als bed eu tu n gsvoll für d ie M uskel R eaktion besteht in der S p altu n g eines M ols A T P kontraktion a n z u se h e n 1-3 (doch vgl. auch I.e.4)
* D e r z e it ig e A n s c h r if t : F r a u D r . I r e n e K a k o l, N e n c k i-I n s t i-2 A . S z e n t -G y ö r g y i, A c t a p h y s i o l, s c a n d . 9, S u p p l. 25 [1945] obw ohl sich im M uskel die Ionalität w ährend der K ontraktion kaum ändert. D ie A nsicht, die Spaltung gerade des A T P sei die U rsache der P olym erisation , m ußte in neuerer Zeit au fgegeb en w erden. P o ly m erisation des G-Actin ist in G egenw art aller unter suchten T riphosphate ( A T P 5 -7 , GTP 7, U T P 7 und CTP ' unter A b sp altu ng des ^-Phosphats und in G egenw art der D ip h osp h ate A D P 5' 7-9 und I D P 7 ganz ohne Spaltung m öglich. W enn die K onzentrationen der anw esenden N u cleotide so hoch sin d , daß ein M ol G-Actin in jedem F all ein M ol N u cleotid bindet, entstehen trotz ver schiedener N ucleotid -K om p on en te F-A ctine gleicher V isk o sitä tsza h l* * (Z?y), die sich alle m it M yosin zu A ctom yosin en der gleichen A TP-Em pfindlichkeit und der gleichen für norm ales A ctom yosin charakteristischen V isk ositätszah l verbinden 7.
E in zw eiter Grund für die A nnahm e einer b edeu tenden und spezifischen R olle des N u cleotid es schien sich aus der scheinbaren V erschiedenheit der N ucleoTab. 1. Austausch zwischen G-A ctinnucleotid und freiem N ucleotid bei "quick depolym erisation" (0,8 bis 4 -1 0 _ 5 M G-Actin, p h 7,2, 4 °C ; freies Nucleotid A T32P, IT P ). * Mol Nb = Mol AD32P gebunden oder Mol ID P gebunden. 543 [1964] . 8 A. G . S z e n t -G y ö r g y i, Arch. Biochem. Biophysics 31, 97
[1951], 9 T. H a y a s h i and R . R o s e n b l u t , Biol. Bull. 119. 290. 294 [I960]. ** Viskositätszahl = Z rj -0,1 intrinsic viscosity. *** Tab. 1 bestätigt, daß praktisch vollständiger 5' 7 und nicht nur 50-proz,10 Austausch auch nach "quick depolym erisa tion" eintritt. 10 W . D r a b ik o w s k i, K. M a r u y a m a , W . M . K u e h l , and J. G e rg e l y , J. gen. Physiol. 54/1, 595 A [1962] . 11 K. L a k i , W . J. B o w e n , and A. C l a r k , J. gen. Physiol. 33, 437 [1950] . 13 N . B a r a n y , B . N a g y , F . F in k e l m a n , a n d A . C h r a m b a c h , J.
b i o l . C h e m i s t r y 2 3 6 , 2 9 1 7 [ 1 9 6 1 ] .
14 T . H a y a s h i a n d K .K . 17 R. C . S t r o h m a n a n d A . J . 19 N . B a r a n y , D. E. K o s h l a n d j r ., S . S . S p r in g h o r n , F . F i n k e l m a n , a n d T . T h e r a t t il -A n t o n y , J . b i o l . C h e m i s t r y 2 3 9 , 1 9 1 7 [ 1 9 6 4 ] .
S .
A s a k u r a , M . T a n ig u c h i, a n d F . 21 N . B a r a n y a n d F . (1) (2) (3) 1,02 -6 F -I D P 1,6 A T P 0,97
Tab. 2. Ä nderungen der Viskosität des F-Actin während des Stehens und w ährend der Ultraschall-Behandlung in Gegenwart verschiedener Nucleotide und Salze (weitere Angaben siehe T abelle).
* Viskositätszahl = Z rj = 0,1 intrinsic viscosity. 23 P. delt, das mit der gleichen Geschwindigkeit entsteht, mit der es durch die Reinigung entfernt wird.
Die Präparate enthalten in einem Mol Actinmonomer ein Mol Nucleotid, das in befriedigender Übereinstimmung mit der Theorie zu 94% aus Dinucleotid und ~ < 1% aus Trinucleotid besteht (neben ein wenig Adenin, Adenosin und AM P ( ~ < 4%) ; Tab. 3, vgl. auch 1. c. 5) .
Wenn einer Lösung des F-Actin-ADP-Präparates 10 3 M ITP oder A T 32P zugesetzt wird, tritt sofort ein kleiner Spontanaustausch auf. Er beträgt im M it tel zahlreicher Versuche etwa 9% des gebundenen Nucleotids (Tab. 4 ). Dieser Betrag scheint unab hängig von der Art der Konzentration der anwesen den Salze zu sein (0,05 M KCl bis 0,6 M KCl und 3 m M M gCI, bis 6 m M M gCl2) . Ebenso ist dieser Spontanaustausch unabhängig von der F-Actin-Konzentration zwischen 1 ,6 ' I O -5 bis 5 "IO -5 M. Die momentane und spontane Bindung des Nucleosidtriphosphats an Actin, die auch schon von anderen Autoren beobachtet, aber nicht als Austausch gewer tet wurde 12, beruht tatsächlich auf Austausch und nicht auf einer zusätzlichen Adsorption 12 des zuge setzten Nucleotids. W ird nämlich der Betrag von 32P verglichen, der in ein F-Actin-ADP in Gegenwart von AT32P eintritt, m it dem Betrag an 32P, der aus einem F-Actin-AD32P in Gegenwart von ATP austritt, so sind diese beiden Beträge gleich (Tab. 5 ).
(
Zahl der Versuche
A T 32P A T P Tab. 3. Nucleotidgehalt von F-Actin (präpariert und gerei nigt nach I y e n g a r und W e b e r , Mittelwerte aus 6 Versuchen).
(1) (2 ) (3)
Io n a litä t 10-2-M • Tris
A T 32P bzw. IT P 9,6 [6 ]* (5 ,1 -1 3 ,0 )* Da 80 bis 90% des F-Actin-gebundenen Nucleotids nicht austauschen, dürfte der gefundene kleine Austausch darauf beruhen, daß einige Bindungen der Monomeren irregulär sind. Diese Irregularitäten mögen m it der Herstellung der F-Actinpräparate Zusammenhängen. Sie scheinen aber nicht ihre U r sache zu haben in der Teflonbehandlung bei der Homogenisierung der gewaschenen Pellets. W ird nämlich nicht "wie üblich" der Teflonstempel 10-mal herauf-und herunterbewegt, sondern 100-mal, so führt in beiden Fällen der nachträgliche Zusatz des Nucleotid zu ungefähr dem gleichen Austausch (Versuch Nr. 1). Ob das Nucleotid unmittelbar nach dem Gebrauch des Teflonhomogenisators zugesetzt wird oder eine Stde. später, ist dabei gleichgültig (Versuch Nr. 1).
(1) (2 ) Ob in einer F-Actinlösung der kleine spontane Austausch des gebundenen A D P gegen das zuge setzte ATP oder ITP von einer Spaltung des zuge setzten Nucleosid-Triphosphat begleitet wird, wurde nicht untersucht. Denn die ausgetauschten Mengen sind so klein, daß ein Nachweis der Spaltung mit den üblichen Methoden nicht erwartet werden kann.
Austausch und Spaltung der Nucleotide während mechanischer Behandlung der F -Actinlösungen
Da alle bisher untersuchten Nucleosid-Triphosphate und Nucleosid-Diphosphate -nicht nur das ATP -in gleichem Umfang an das G-Actin gebun den werden, falls die Konzentration der zugesetzten Nucleotide genügend hoch ist, ist zu prüfen, ob das gleiche auch für die lokale Bindung an die Bruch stellen des F-Actin gilt, die durch Ultraschall ent stehen. Tab. 7 zeigt, daß tatsächlich die gleichen Be träge von ATP, ITP, GTP, A D P und ID P (Spal ten 4 und 5) unter Ultraschall durch Austausch ge gen das gebundene Nucleotid in das F-Actin einge baut werden, falls die Konzentration dieser Nucleo tide 10~3M oder höher ist (Spalte 3 ). Der Gesamt betrag des gebundenen Nucleotid nim m t bei dem Austausch nicht ab. Auch nach der Ultraschall periode ist an jedes Actin-Monomer ein Nucleotid
Art des Actin
Freies Nucleotid Konzen tration Art [-M •] Austausch in % des vollständigen Austausches Nucleosid-Diphosphate zeigt ferner, daß auch diese Repolymerisierung ebenso wenig der Nucleotidspaltung bedarf wie die Polymerisierung des G-Actin zu F-Actin.
Der Austausch ist zwar für alle Nucleotide gleich, aber nicht vollständig, weil Ultraschall in 40 M in. noch nicht alle Bindungen zwischen den Monomeren der F-Actin-Kette bricht (vgl. Abschn. 3 ). Dagegen ist die Feststellung unerwartet, daß nicht nur Dauer und Intensität des Ultraschalles, sondern auch die Konzentration des F-Actin und die Art der anwesen den Kationen den Betrag des Austausches beeinflus sen. In einer F-Actinlösung von pn = 7 m it einer Monomerenkonzentration von 1 ,6 -10_ 5 M werden alle Nucleotide gleichmäßig zu etwa 90%, in einer 5 *10-5 M Actinlösung aber nur zu etwa 65% aus getauscht, falls das anwesende Kation das K®-Ion ist (Tabn. 7 und 8 ) . B a r a n y und F i n k e l m a n 21 fin den in 10~4M F-Actinlösungen dementsprechend sogar nur einen Austausch ~4 0 % nach 40 M in. Ultraschall, obwohl in ihren Versuchen das pn ~ 8 ist.
Wenn die K®-Ionen (0,05 M oder 0,1 M ) durch 3 'I O -3 M oder 6 'I O -3 M M g2® ersetzt werden, sinkt der ausgetausdite Betrag weiter ab. In Ge genwart von 6 'I O 3 M M g2® werden in einer 1 ,6 "IO -5 M F-Actinlösung nur noch 63% und in einer 5 'I O -5 M Actinlösung nur noch 35% des maximal möglichen Betrages in 40 M in. der Ultra schallwirkung ausgetauscht (Tab. 8 und Abb. 1, vgl. dazu auch A s a k u r a 18 im Zusammenhang mit A b schnitt 3 ).
Die Hemmung des Austausches durch M g2 £ findet auch dann statt, wenn das F-Actin statt durch U ltra schall durch 600 Bewegungen (auf und ab) des Teflonpiston im Homogenisator mechanisch bean sprucht wird (Tab. 7 ). Dagegen scheint der Einfluß der F-Actinkonzentration auf den Austausch unter Teflonbehandlung gering zu sein oder zu fehlen (Tab. 8 ). Die Gleichartigkeit der Salzwirkungen auf die ausgetauschten Nucleotidmengen sowohl nach USV als auch nach Behandlung m it dem Teflon homogenisator spricht dafür, daß die Salze wirklich den Zusammenhalt der Monomeren in der vollstän dig polymerisierten F-Actin-Kette (vgl. Abschn. 1, Tab. 8) beeinflussen. Die Kette wird m it steigender Molarität des Magnesiumchlorids fester. Auch diese Beobachtung spricht dafür, daß der Zusammenhalt der Monomeren in der F-Actin-Kette im wesent lichen von den elektro-chemischen Bedingungen ab hängt. Der unerwartet große Austausch während der Behandlung der F-Actinlösung mit dem Teflonhomo genisator paßt zu dieser Vorstellung, weil er zeigt, daß der Zusammenhalt der Monomeren viel weniger fest ist, als wir bisher annahmen. Die geringe A b hängigkeit der ausgetauschten Nucleotidmenge von der F-Actinkonzentration bei Teflonbehandlung spricht dafür, daß der große Einfluß der Actinkonzentration auf den Austausch unter USV -im Ge gensatz zum Einfluß der Kationen -nicht einfach auf die Festigkeit der F-Actin-Kette bezogen werden kann. Der Einfluß der Actinkonzentration hat aller dings auch mit Sicherheit nichts m it einer Denaturie rung unter U SV zu tun. Denn auch nach dem Aus tausch bindet noch immer jedes Actin-Monomer des F-Actin 1 Nucleotid (Tab. 8 ).
Vergleich der K inetik des Austausches und der Spaltung der Nucleotide
Wenn es richtig ist, daß mechanische Beanspru chung die F-Actin-Kette vorübergehend zerbricht und dadurch die sterische Hinderung der Nucleotidreaktionen beseitigt, sind feste Zahlenverhältnisse zwischen der Kinetik des Austausches und der K ine tik der Spaltung der Nucleotide zu erwarten. Wenn Ultraschall auf das F-Actin-Nucleosid-Diphosphat 
Quantitativer Vergleich der Affinitäten verschiedener Nucleotide zum G-Actin
A uf Grund der Ergebnisse der vorigen Abschnitte kann die relative Affinität der verschiedenen Nucleo tide zum F-Actin mit Hilfe des Ultraschalles be stimmt werden. Die Methode der Bestimmung deckt sich weitgehend mit der Methode, m it der I y e n g a r und W e b e r 7 die analogen Affinitätsbestimmungen zwischen Nucleotiden und G-Actin gemacht haben. Einer Lösung von F-Actin-ADP oder -in einigen Experimenten -von F-Actin-IDP wird eine genau bekannte Mischung von A D P bzw. ID P mit einem weiteren Nucleotid hinzugefügt. D ann wird der A n satz mit Ultraschall behandelt und gemessen, in wel cher Proportion die beiden konkurrierenden Nucleo tide in das F-Actin eingebaut sind (vgl. Techn. Teil Wenn man diese Werte kombiniert und die rela tive Affinität des ATP = 1 setzt, so ergeben sich die Werte und die Reihenfolge der relativen A ffini täten der Nucleotide zu F-Actin, die in der Tab. 12 aufgezeichnet sind. Uber die relative Affinität des ID P zu F-Actin finden sich in der Tabelle zwei Zah len: 0,008 und 0,003. Der erste Wert ist direkt durch Konkurrenz zwischen ATP und ID P bestimmt; der zweite Wert ergibt sich durch Kombination der (1) (2) (3) (4) (6) (6) (7) 
(2) (3) (4) (5)
(?) diger Entfernung der freien Nucleotide durch Waschung
